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AUC: Area under the Curve 
 
CID: Collision-Induced Dissociation 
 
COSY: Correlation Spectroscopy 
 








GST: Glutathione S-Transferase 
 
γ-GTP: γ-Glutamyl Transpeptidase 
 
HPLC: High Performance Liquid Chromatography 
 
ICH: International Conference on Harmonization 
 
LC: Liquid Chromatography 
 
MDF: Mass Defect Filtering 
 
MIST: Metabolite in Safety Testing 
 
MS: Mass Spectrometer 
 







NMR: Nuclear Magnetic Resonance 
 
NOE：Nuclear Overhauser Effect 
 
NOESY: NOE Spectroscopy 
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程で、代謝物の薬効や安全性を適切に評価する必要がある。例えば、FDA の MIST（Metabolite 
in safety testing）ガイダンス 1)や ICH（International conference on harmonization）のM3 ガイ












 精密質量分析計は物質の質量を 10 ppm以内の精度で解析できるため、より高い確度で微
量な代謝物を検索可能である。これに加え、酸化や抱合反応といった薬物代謝に伴う質量


































































る。本薬物は、vascular endothelial growth factor （VEGF）の強力な阻害作用を有し、ヒトが
ん xenograftモデルにおいて、広範な抗がんスペクトルを示すことが確認されている。VEGF









て、精密質量分析計と NMR を用いて分析し、代謝経路と反応機構を解明した。 
 
第二節 精密質量分析計によるサルへの[14C]lenvatinib 経口投与後の代謝物分析 
 
 サルに lenvatinib を投与したときに生成した未知代謝物の構造を明らかにするため、14C










Figure 1  Chemical structure of [
14
C]lenvatinib mesylate 





出された 6 種の代謝物は、保持時間の順に C1 から C6 とした。なお、糞中の主要成分のほ
とんどは未変化体であったため、ラジオクロマトグラムは割愛した。放射活性成分として、




Figure 2 Radiochromatograms of radioactive components in monkey samples 












の場合、未変化体への酸素原子の付加により変化する整数部分の変化は 16 Da だが、mass 
defectは-5.1 mDaとなる（Table 2）。 
 
Table 1  Summary of seven radioactive components after oral administration of [
14
C]lenvatinib 














Product Ion (s) 
(m/z) 
Bile Urine Plasma Liver 
C1 12.2 C13H13N2O4S
+ 293.0591 293.0593 0.7  234, 216, 161 - Y - - 
C2 13.1 C21H26N5O8S
+ 508.1497 508.1501 0.8  379, 235, 218 - - - Y 
C3 13.5  C28H29N6O8S2
+ 641.1483 641.1496 2.0  354, 288, 244 Y Y - - 
C4 14.1 C30H32N7O9S2
+ 698.1697 698.1694 0.4  411, 244 - Y - - 
C5 14.5 C14H16N3O4S
+ 322.0856 322.0864 2.5  276, 244, 218 Y - - Y 
C6 17.1 C25H24N5O6S
+ 522.1442 522.1436 1.1  505, 244 Y Y - Y 
C7 46.4 C21H20ClN4O4
+ 427.1168 427.1169 0.2  370, 353, 327 Y - Y Y 
a: Retention time.  






Table 2  Mass defect in phase I metabolism 







(mass defect)  
(mDa) 
脱プロピル化 -C3H6 -42.0468 -42 -46.8 
脱エチル -C2H4 -28.0312 -28 -31.2 
脱メチル -CH2 -14.0157 -14 -15.7 
還元 -2H -2.0157 -2 -15.7 
酸化 +O 15.9949 16 -5.1 
二酸化 +2O 31.9898 32 -10.2 
カルボニル化 +O-2H 13.9792 14 -20.8 
カルボキシル化 +2O-2H 29.9741 30 -25.9 
 
 一方、抱合が主要な代謝経路である第二相代謝のGSH抱合では、整数部分の変化が 305 Da




Table 3  Mass defect in phase II metabolism 







硫酸抱合 +SO3 79.9568 80 -43.2 
タウリン抱合 +C2H5NO2S 107.0041 107 4.1 
システイン抱合 +C3H5NO2S 119.0041 103 4.1 
アセチル化 +C2H2O 42.0106 42 10.6 
メチル化 +CH2 14.0157 14 15.7 
グリシン抱合 +C2H3NO 57.0215 57 21.5 
グルクロン酸抱合 +C6H8O6 176.0321 176 32.1 





 代謝物 C1から C6の mass defectは大きく（-57.6～52.5 mDa）、さらに硫黄の付加を考え
合わせると、GSH 抱合代謝を受けているものと考えられ、そこで次に MS/MS 分析を行い、
代謝物と未変化体のスペクトルパターンの比較から代謝物の構造推定を試みた。 
 まず、lenvatinib（C7）のマススペクトルの特徴を調べた。本化合物は塩素原子を含むた






Figure 3  MS and product ion spectra of lenvatinib (C7) 
 









 代謝物 C1は尿中にのみ検出され、保持時間 12.2分に溶出した。プロトン付加分子として
m/z 293.0593を与えたことから（Figure 4 (A)）、組成式は C13H13N2O4S
+（+0.7 ppm）と予想し
た（Table 1）。これは lenvatinibからクロロフェノキシ部分が脱離し、メルカプト酢酸が付
加した組成式と一致した。また、Figure 4 (B) に示すように、プロダクトイオンスペクトル





Figure 4  MS and product ion spectra of metabolite C1 
 
 代謝物 C2は肝臓のホモジネート試料中に検出され、保持時間 13.1分に溶出した。プロト
ン付加分子としてm/z 508.1501を与えたことから（Figure 5 (A)）、組成式はC21H26N5O8S
+（+0.8 
ppm）と予想した（Table 1）。これは、lenvatinib からクロロフェノキシ部分が脱離し、代わ
りに GSHが付加した組成式と一致した。Figure 5 (B) に示すように、プロダクトイオンスペ
クトル中に、m/z 379、235及び 218のプロダクトイオンが検出され、それぞれ GSHを構成
するグルタミン酸、グルタミルアラニルグリシン及びグルタミルアラニルグリシンとアミ
ノ基のニュートラルロスと一致した。これらのことから、代謝物 C2 は lenvatinib のキノリ




Figure 6 に示すように、代謝物 C2の構造は、すでに報告されているフェノキシキノリン誘




Figure 5  MS and product ion spectra of metabolite C2 
 
 
Figure 6 Metabolic pathway of AMG 458 observed after oral administration to rat  





 代謝物 C3は胆嚢胆汁及び尿中に検出され、保持時間 13.5分に溶出した。プロトン付加分
子として m/z 641.1496 を与えたため（Figure 7 (A)）、組成式は C28H29N6O8S2
+（+2.0 ppm）と
予想した（Table 1）。この組成式は、lenvatinib からクロロフェノキシ部分が脱離して生成








Figure 7  MS and product ion spectra of metabolite C3 
 
 代謝物 C4は尿中に検出され、保持時間 14.1分に溶出した。プロトン付加分子として m/z 
698.1694を与えたことから（Figure 8 (A)）、組成式は C30H32N7O9S2
+（+0.4 ppm）と予想した
（Table 1）。この組成式は、C3にグリシンを加えた組成と一致したことから、キノリン部





出され、m/z 244.1064 は代謝物 C3と同じくキノリン部分にエチルアミンが付加した構造に
由来するものと考えられた。また、m/z 411.0778はキノリン部分のdisulfanyl N-cysteinylglycine
付加構造と考えられたことから、代謝物 C4 はキノリン部分の N-cysteinylglycine 付加体と
N-cysteine付加体がジスルフィド結合を介して二量化した代謝物であると推定した。 
 
Figure 8  MS and product ion spectra of metabolite C4 
 
 代謝物 C5は胆嚢胆汁及び肝臓のホモジネート試料中に検出され、保持時間 14.5分に溶出
した。プロトン付加分子として m/z 322.0864 を与えたため（Figure 9 (A)）、組成式は
C14H16N3O4S
+（+2.5 ppm）と予想した（Table 1）。これは、lenvatinibからクロロフェノキシ部
分が脱離したキノリン部分の cysteine付加体の組成式と一致した。Figure 9 (B) に示すよう
に、プロダクトイオンスペクトル中に、m/z 276、244及び 218のプロダクトイオンが検出さ
れ、m/z 244.1064は C3及び C4で検出されたものと同様に、キノリン部分にエチルアミンが
付加した構造に由来するものと推察された。また、m/z 276.0821はカルボキシル基の脱離を
示唆し、m/z 218.0937 は cysteineのチオ酢酸部分の脱離によるものと推察できることから、





Figure 9  MS and product ion spectra of metabolite C5 
 
 代謝物 C6は胆嚢胆汁、尿及び肝ホモジネートからの抽出物において検出され、保持時間




一致した。Figure 10 (B) に示すように、プロダクトイオンスペクトル中に、m/z 505及び 244
のプロダクトイオンが検出された。特に、m/z 244.1064は、代謝物 C3、C4及び C5と同様、
キノリン部分にエチルアミンが付加した構造に由来し、m/z 505.1212はアミノ基の脱離によ
るものと考えられた。これらの結果から、代謝物 C6は cysteineがキノリン部分に N-cysteine
付加した部分構造を持つものと考えられた。さらに興味深いことに、代謝物 C6の組成式か
らは、キノリン部分への N-cysteine 付加体のみならず S-cysteine 付加した部分構造の存在が
示唆された。これらの構造情報から代謝物 C6の代謝反応機構を考察すると、lenvatinibの代
謝過程で生成したキノリン部分の N-cysteine付加体（C5）に存在する遊離チオール基によっ
て、もう 1分子の lenvatinib に求核置換反応が起こり、同時にクロロフェノキシ部分が脱離
することで、最終的に 2分子のキノリン部分に 1分子の cysteineがアミノ基及びチオール基






Figure 10  MS and product ion spectra of metabolite C6 
 
第三節 NMR による C1、C3及び C4の構造同定 
 
 代謝物 C1、C3 及び C4 は尿中の主要成分として検出され、凍結乾燥した尿から、HPLC
によってこれらを単離精製した。得られた代謝物は重メタノールに溶解し、溶媒由来のメ
タノールをリファレンスとしてケミカルシフト値を得た。構造同定のために、代謝物 C1、
C3及び C4 のプロトン NMR 及び二次元 NMR を取得し、この時のプロトン NMR の結果を
Table 4に示し、得られた構造と NOESYの結果を Figure11に示した。 
 代謝物 C1は、MS 分析の結果から lenvatinibのキノリン部分にメルカプト酢酸が付加した
代謝物と推定された。NMR 分析の結果より、代謝物 C1 はキノリン部分に由来するシグナ
ルを示したが、未変化体で確認されたクロロフェノキシ部分とシクロプロピル部分のシグ









Table 4  Summary of one-dimensional proton NMR chemical shifts of lenvatinib and its 
metabolites, C1, C3, and C4 
Position δH (Integration, Multiplicity
a, J in Hz) 
 Lenvatinib C1 C3 C4 
1 8.85 (1H, d, 7) 8.58 (1H, d, J = 5) 8.16 (2H, d, J = 7) 8.26 (1H, d, J = 6) 
2 6.98 (1H, d, J = 7) 7.32 (1H, d, J = 5) 6.54 (2H, d, J = 7) 6.62 (1H, d, J = 6) 
3 9.01 (1H, s) 8.79 (1H, s) 8.74 (2H, s) 8.81 (1H, s) 
4 7.57 (1H, s) 7.45 (1H, s) 7.08 (2H, s) 7.17 (1H, s) 
5 4.19 (3H, s) 4.07 (3H, s) 4.04 (6H, s) 4.06 (3H, s) 
6 7.52 (1H, d, 2) 3.84 (2H, s) 4.47 (2H, dd, J = 9.5) 4.73 (1H, dd, J = 8.5) 
7 8.30 (1H, d, 9) - 3.51 (2H, dd, J = 14.5, Ha) 
3.22 (2H, dd, J = 14.9, Hb) 
3.56 (1H, dd, J = 14.5, Ha) 
3.19 (1H, dd, J = 14.9, Hb) 
8 7.30 (1H, dd, 9.2) - - 3.81 (1H, d, J = 17, Ha) 
3.68 (1H, d, J = 17, Hb) 
9 2.63 (1H, m) - - - 
10 0.78 (1H, m, Ha) 
0.55 (1H, m, Hb) 
- - - 
11 0.78 (1H, m, Ha) 
0.55 (1H, m, Hb) 
- - - 
1’ - - - 8.19 (1H, d, J = 7) 
2’ - - - 6.62 (1H, d, J = 7) 
3’ - - - 8.76 (1H, s) 
4’ - - - 7.08 (1H, s) 
5’ - - - 4.06 (3H, s) 
6’ - - - 4.54 (1H, m) 
7’ - - - 3.58 (1H, dd, J = 13.5, Ha) 
3.28 (1H, m, Hb) 
a: Multiplicities are reported as s = singlet, d = doublet, dd = doublet of doublet, and m = multiplet. 
 
 代謝物 C3 は、MS 分析の結果からキノリン部分の N-cysteine 付加体同士がジスルフィド
結合を介して二量化した代謝物と推定した。NMR 分析の結果、代謝物 C1 と同じく、クロ
ロフェノキシ部分とシクロプロピル部分のシグナルは確認されず、cysteine の 位のメチン






位に結合した N-cysteine 付加体であると同定した。以上、NMR と MS の分析結果から、代




Figure 11  Correlation observed from NOESY 
 
 代謝物 C4 は、MS 分析の結果からキノリン部分の N-cysteine 付加体とキノリン部分の
N-cysteinylglycine 付加体がジスルフィド結合を介して二量化したヘテロ二量体であると推




cysteinylglycine 由来のプロトンが検出されたことから、MS 分析から予想した N-cysteine 付
加体と N-cysteinylglycine 付加体の二量体構造を支持していた。Figure 11 に示すように










第四節 代謝物 C2（GSH付加体）生成における酵素の寄与 
 
 MS 及び NMR による構造解析の結果から、代謝物 C1、C3、C4、C5 及び C6 はキノリン
部分の GSH 抱合体である代謝物 C2 から派生した代謝物であると推測された。そこで、初
発代謝物と考えた C2 生成への酵素の関与を検討した。生体内における GSH 抱合体の生成
には、glutathione S-transferase （GST）による直接的な抱合反応ならびに CYP による酸化反
応と GST による協奏反応を考え、これらの酵素を含む、ラット、サル及びヒト肝 S9画分を
用いて lenvatinibと GSHをインキュベーションし、代謝物 C2の生成を検討した。 
 
Figure 12 Contribution of enzymatic activities to form metabolite C2 
Each figure shows percentage of remaining lenvatinib with (A) or without (C) NADPH and mass area 




 その結果、酵素源（肝 S9画分）あるいは CYP の補酵素である NADPHの有無に関わらず
lenvatinibは経時的に減少し（Figure 12 (A) 及び (C) の None）、代謝物 C2がいずれの条件
においても同程度生成したことから（Figure 12 (B) 及び (D) の None）、代謝物 C2 は
lenvatinibと GSH から非酵素的（化学的）に生成し、反応機構は Figure 6 に示した AMG 458





 第四節までに、lenvatinib は GSHと非酵素的に反応し、クロロフェノキシ部分の脱離を伴
い代謝物 C2 を与えることを明らかにした。代謝物 C1 と C2 は、プロダクトイオンスペク
トルで m/z 235 のプロダクトイオンを与え、メルカプト酢酸あるいは GSH とチオエーテル
結合によりキノリン部分と結合している S-置換体と考えられた。一方、その他の代謝物（C3、
C4、C5及び C6）では、プロダクトイオンスペクトルにおいて m/z 244のプロダクトイオン
を与えたことから、チオエーテル結合ではなく、アミノ基とキノリン部分が結合した
N-cysteine 誘導体（N-置換体）であると推察された。代謝物 C3～C6 が代謝物 C2 から生成
すると仮定すると、代謝物 C2 のチオエーテル結合が代謝物 C3～C6 の生成過程で開裂し、
新たにアミノ基とキノリン部分の結合が形成され、N-置換体へ変換されたことになる。一
方、代謝物 C3～C6 が代謝物 C2 とは無関係に生成することを仮定した場合には、cysteine
のアミノ基が直接 lenvatinib のキノリン部分に求核置換反応し、N-置換体が生成することに
なる。このように代謝物 C3～C6 の生成には 2 つの経路が考えられることから、cysteine 誘






         
Figure 13  Chemical structures of cysteine derivatives 
 
 その結果、Figure 14 (A) に示すように、S-methyl cysteine 以外の誘導体において lenvatinib
の減少が観察され、同時にそれぞれの付加体の生成が確認された（Figure 14 (B)）。GSHと
Nacは cysteineのアミノ基部分が修飾されており、検出されたそれぞれの付加体のプロダク
トイオンは m/z 235のみであったことから、GSH と Nacは lenvatinibのキノリン部分と S-置
換体のみを生成したと考えられた。また、cysteine のジスルフィド体である cystine は





Figure 14 Reactions of cysteine derivatives with lenvatinib 




 一方、cysteineと lenvatinib の反応で検出された付加体は、プロダクトイオンとして m/z 244
のみを生じたことから N-置換体であり、cysteine のアミノ基による分子内転移反応の可能性




た。本検討によって、cysteine と lenvatinib の反応により S-置換体から N-置換体への変換が
明らかになったことで、複雑な構造を有する代謝物 C3～C6 の生成には、この N-置換体の
生成がトリガーになっていることが明らかとなった。 
 以上の結果をまとめると、lenvatinibの代謝物である C2～C6は、Scheme 1に示す経路で
生成したと推察された。 
 






リン部分と GSH がチオエーテル結合を介して縮合し、代謝物 C2 が生成すると同時にクロ
ロフェノキシ部分が脱離する。代謝物 C2は γ-glutamyl transpeptidase（γ-GTP）により加水分
解されグルタミン酸が脱離した S-cysteinylglycine 付加体に変換され、あるいは続いて
dipeptidase (DP)による加水分解を受けると S-cysteine 付加体に変換される。この時、cysteine
分子由来の分子内アミノ基により求核置換反応が進行すると、S-置換体は一時的に五員環性
の中間体を経て、N-cysteinylglycine 付加体や N-cysteine 付加体（代謝物 C5）に変換される。
キノリン部分の N-cysteinylglycine 付加体も、DP によって加水分解され得るため、N-cysteine
付加体（代謝物 C5）が生成する。N-Cysteinylglycine 付加体及び代謝物 C5 は、遊離のチオ
ール基を有することから、ジスルフィド結合により二量化し、代謝物 C3 及び C4 が生成す
る。また、N-置換体のチオール基がもう 1 分子の lenvatinib に求核置換反応した場合には、










泄される 7)。肝臓では、GSH 抱合反応を触媒する GST が抱合体の生成に関わると考えられ
るが、直接 GSH との求核置換反応が進行し、非酵素的に GSH 抱合体が生成することも報
告されている 7,19)。生成した GSH 抱合体は、γ-GTPによってグルタミン酸が加水分解され、






カプツール酸経路の存在である 7)。すなわち、cysteine 抱合体は N-acetyltransferases（NATs）
により、N-acetyl cysteine 抱合体に変換され、一部は更に代謝を受け-lyase により S-メチル
抱合体などに変換されて体外に排泄される。 
 肝臓や腎臓における GSH 抱合体の一般的な代謝経路に、今回得られた結果を考え合わせ
ると、サルにおける lenvatinibの代謝経路は、以下に示すように 3段階の反応を経て進行す
ると考察できる。 
 1) 分子間求核置換反応（S-置換体の生成）：Lenvatinib のキノリン環の 4位へ GSH のチオ
 ール基が求核置換反応することにより、チオエーテル結合が形成され、S-置換体である
 代謝物 C2が生成すると同時に、lenvatinibからクロロフェノキシ部分が脱離する。 
 2) 分子内求核置換反応（N-置換体への変換）：代謝物 C2 が γ-GTP 及び DP によって加水
 分解されると S-cysteinylglycine あるいは S-cysteine 付加体となり、cysteine の遊離アミノ
 基がキノリン環の 4 位で五員環の安定構造を取るように分子内求核置換反応が進行し、
 チオエーテル結合が開裂して新たにアミノ基との結合が形成されることで、S-置換体か
 ら N-置換体である代謝物 C5に変換される。 
 3) ダイマー形成反応（二量体への変換）：上記 2)で生成した N-置換体代謝物 C5 あるい
 は N-cysteinylglycine 付加体は、分子内に遊離のチオール基を有するため、ジスルフィド
 化が起こり、N-置換体同士の二量体である代謝物 C3及び C4が生成する。一方、N-置換
 体代謝物C5のチオール基がもう 1分子の lenvatinibとの間で分子間求核置換反応すると、
 その lenvatinib のクロロフェノキシ部分が脱離し、2 分子のキノリン部分が cysteine を介









m/z 235）と N-置換体（エチルアミン付加体構造、m/z 244）を区別できたことが、ユニーク
な代謝物の構造推定に至った大きな要因である。 
 Lenvatinib の GSH 抱合代謝に対する構造的特徴は、4-フェノキシキノリン部分が GSH に
よる求核置換反応を受けやすいことである。同様の反応は AMG 458で報告されており、ラ
ットの経口投与後の胆汁中代謝物として GSH による求核置換体が検出されている 19)。この
報告によると、ラットでは S-置換体である GSH 抱合体が胆汁中の主要成分であり、尿中で
はメルカプツール酸経路により生成した Nac付加体が検出された（Figure 6）。Lenvatinibも
AMG 458と同様に、GSH による分子間求核置換反応により肝臓中では代謝物 C2（GSH 抱
合体）を生成したが、胆嚢胆汁中には、代謝物 C3、C5 及び C6 が検出され、代謝物 C2 は
未検出であったことが AMG 458とは大きく異なっていた（Figure 6）。この相違については、
サル肝臓の γ-GTP 活性がラットに比べて高いことや、サル胆嚢における γ-GTP 活性が高い
ことによって、サルでは代謝物 C2が速やかに加水分解され cysteinylglycine 付加体に変換さ














と、まず代謝物 C2 が γ-GTP と DP による加水分解の末に S-cysteine 付加体となり、続いて
酸化的脱アミノ反応によりアミノ基がカルボニル基に変換されると、加水分解による脱カ
ルボン酸化が進行し、メルカプト酢酸付加体である代謝物 C1 が生成したと考えられた 
(Figure 15)。 























































の一端を担うのが GST である。GSTは、可溶性画分に存在する cytosolic GST、ミトコンド


















に、塩素原子が GSH によって置換された新規 GSH抱合代謝物が得られた（Figure 16）。 
 
 
Figure 16 Mass spectra of 2-glutathionyl-3-nitropyridine  
(A) Full scan spectrum, (B) MS/MS spectrum of a molecular ion of m/z 430 
 
 本 GSH抱合体は、精密質量分析において m/z 430.1037を示した。予想された組成式から
算出したプロトン付加分子のm/zは 430.1033（C15H20N5O8S
+）であり、実測値との差は0.4 mDa 
(0.9 ppm)であった（Figure 16 (A)）。また、塩素原子由来の特徴的な同位体スペクトルが観
測されず、プロダクトイオンスペクトル中に、GSH 付加体に特徴的なグルタミン酸の脱離
に由来する 129 Da のニュートラルロスが観測された(m/z 301)。以上の結果から、本反応に
より生成した代謝物は、2-glutathionyl-3-nitropyridineであると推定した。 
 
第三節 GST 依存的な 2-glutathionyl-3-nitropyridine の生成 
 
 第二節で構造推定した2-glutathionyl-3-nitropyridineの生成におけるGSTの関与を確認する





の生成率は 5%と僅かであった。次に、ラット肝ミクロソーム存在下で GST の競合阻害剤と
して知られる glutathione sulfonic acid（最終濃度；20 mM）を添加し 31)、インキュベーショ
ンを行った。その結果、 2-glutathionyl-3-nitropyridine の生成は 72% 阻害され、
2-glutathionyl-3-nitropyridine は化学的な求核置換反応によっても生成し得るが、その反応の









Figure 17  Structures of 2-chloropyridine derivatives used in this study 
 





性体は、3 位、4 位、あるいは 5 位がニトロ化された 2-chloropyridine 誘導体である。また、
GST の代表的な基質である chlorodinitrobenzene（CDNB）19,20,21,24,25,27,29) を陽性コントロール
として用いた。ピリジン構造の要求性を確認するために、ベンゼン環上に塩素原子とニト
ロ基を持つ1-chloro-2-nitrobenzeneを用いた。これらの基質とラット肝ミクロソーム中のGST
との反応速度を Table 5 に示した。反応速度は、基質の減少速度（nmol/min/mg）とした。 
 
Table 5  Activity of microsomal GST in rat liver microsomes toward 2-chloronitropyridine 
derivatives 
Compound Activity  
(nmol/min/mg) 
ΔG‡ (kcal/mol) 
1-chloro-3,4-dinitrobenzene (CDNB) 306 ± 12 12.1 
2-chloro-3-nitropyridine 236 ± 8 19.6 
2-chloro-5-nitropyridine 137 ± 5 16.0 
2-chloro-4-nitropyridine 11.5 ± 1.0 24.8 
1-chloro-2-nitrobenzene 6.8 ± 1.1 24.6 
2-chloropyridine < 2 39.6 
Incubation mixture consists of 1 mg protein/mL, 5 mM GSH, 3 mM magnesium chloride and 1 mM substrate in 0.1 
M phosphate buffer (pH 7.4).  Incubations were conducted at 37°C for varying durations (1-40 min).  Activities 
represent the depression rate of the substrate and are expressed as nmol/min/mg.  ΔG‡ represents a change in Gibbs 
free energy between a transition state generating Meisenheimer complex and an initial state （thiolate anion and the 
substrate）.   
 
 典型的な GSTの基質である CDNBの代謝活性は 306 nmol/min/mg-protein となり、本試験
で用いた肝ミクロソームは十分な GST 活性を示した。同一条件下、3 種の位置異性体のう
ち 2-chloro-3-nitropyridine に対する活性は、検討した 3 種の位置異性体間で最も高く（236 
nmol/min/mg protein）、次いで 5位、4位異性体の順となった。反応速度において、4位異性










による求核置換反応が最も進行したのは 2-chloro-3-nitropyridine であった。 
 
Table 6  Reactivity of 2-chloropyridine derivatives and ΔGibbs free energy 
Substituent Activity (% of control) ΔG‡ (kcal/mol) 
Nitro (NO2) 100 19.6 
Trifluoromethyl (CF3) 31 30.0 
Chloro (Cl) 26 33.9 
Methoxy (MeO) 17 40.8 
Methyl (Me) 14 40.9 
Hydroxy (OH) <5 32.6 
Amino (NH2) <5 39.7 
Incubation mixture consists of 1 mg protein/mL, 5 mM GSH, 3 mM magnesium chloride and 50 μM substrate in 0.1 
M phosphate buffer (pH 7.4).  Incubations were conducted at 37°C for 30 min.  Activities represent the 
percentages of decrease of the substrate relative to control samples that were incubated without liver microsomes.  
ΔG‡ represents the change in Gibbs free energy between a transition state generating Meisenheimer complex and the 
initial state （thiolate anion and the substrate）.  
 
 次に、位置効果の最も高かった 3 位の官能基を種々置換した 2-chloropyridine 誘導体を用











が有する化学的性質が、GST による 2-chloropyridine 誘導体への求核置換反応性に影響を及
ぼすことが判った。 
 以上、2-chloropyridine誘導体を用いて検討した官能基の位置効果と置換基効果の結果から、
ピリジン環上の 3 位に電子求引性の官能基が存在する場合、microsomal GST による求核置
換反応が進行しやすいことが明らかとなった。GST は求電子性の基質に GSH を転移する反













状態があると考えられ、Meisenheimer complexの生成が律速段階と推測された（Figure 18）。 
 反応性に影響を与えるパラメータを種々検討した結果、得られた GST の活性値と
Meisenheimer complex 形成時の Gibbs free energy変化（ΔG‡ (kcal/mol)）との間に逆相関が認






















   
Figure 18 Proposed changes in Gibbs free energy related to the proposed reaction scheme 

















応に関する研究によると、官能基の電子求引性に関連する Hammett  が GST の反応速度と
相関するため 28)、ハロゲン化ピリジン誘導体においても官能基の電子求引性や結合位置が
GST の抱合活性に影響を及ぼすと推測した。本研究では、同様の反応機構を有する rat 






 芳香族化合物における GSH との求核置換反応は、一般的に-complex あるいは
Meisenheimer complex を経由すると考えられている 20,21,23,24,25,26,29,30)。更に、2位が置換され
た 3-nitropyridine あるいは 5-nitropyridine は、強アルカリ性の溶液中でアルカリ加水分解す
る際にMeisenheimer complex が形成される 22)。本研究で検討した 2-chloropyridine 誘導体の
求核反応は GST で触媒される反応であるが、この場合においても、Meisenheimer complex
が形成されると予想され、塩素原子が脱離基となって 2-glutathionylpyridine 誘導体に変換さ
れると考えられた。本代謝反応について軌道計算を行なったところ、rat microsomal GSTに
よる 2-chloropyridine 誘導体における GSH との抱合代謝活性は、計算化学的に算出された










ルギー（Elumo）を算出し、Elumoが GST による GSH 抱合反応における Vmaxと相関すること
を報告している 30)。これらの報告に基づけば、本研究で得られた ΔG‡と置換基の Hammett
値は相関すると考えられ、電子求引性の置換基ほど GST による求核置換反応が進行すると
いう今回の結果は妥当であると考えた。元来、ピリジン環自体は電子欠乏性の芳香環であ




 以上、2-chloropyridine 誘導体において、芳香族求核置換反応が rat microsomal GST で触媒
されることを初めて明らかとし、化学的性質が異なる種々の官能基及びその結合位置が
GST の基質性に与える影響を調べ、計算化学的手法により GST による GSH 抱合反応をモ
デル化した。今回検討した 2-chloropyridine 誘導体の求核置換反応は、GST 阻害剤を用いた

































































とが多い。また、反応性代謝物は、化学的反応性により softまたは hard な求電子物質に大
別される（Figure 19）。Hard and Soft Acids and Bases（HSAB）則 39) に基づくと、softな求核













































ステムへの試料注入後 6.5分間はカラムからの溶出液を radioisotope detectorに導入せず、バ
ックグラウンドの上昇を抑えることにした。 
 薬物非添加のコントロール（Figure 20 A、Control）では、保持時間 6.5～10分付近に溶出
した未反応の [35S]cysteine に由来するバックグラウンド以外に夾雑ピークはほとんど検出




を Figure 21 に、また各付加体に関する MS 情報を Table 7に示した。 
 抗鬱薬である clozapine は、反応性代謝物としてニトレニウム中間体を生成すると考えら
れており、芳香環部分の 6 位と 9 位の GSH 付加体が報告されている 48,52,54)。本検討では、
clozapine の主要な cysteine 付加体は保持時間 39 分付近に認められ（Figure 20 (B)）、プロト
ン付加分子として m/z 446 （+cysteine）が検出された。また、Figure 21 (A) に示すように、









Figure 20 Representative radiochromatograms of four hepatotoxins incubated with 
[
35






S]Cysteine トラッピングにおいて、diclofenac では保持時間 29 分付近に m/z 397
（+Cysteine-Cl+O）を含むピークが検出され（Figure 20 (C)）、プロダクトイオンスペクトル








       
Figure 21 Mass spectra of cysteine conjugates generated from clozapine (A), diclofenac (B), 







Table 7  Summary of retention times, mass spectral data and proposed compositions of cysteine 
adducts generated from clozapine, diclofenac, R-(+)-pulegone, and troglitazone 
Compound 
















Major product ions from  
MS/MS (m/z) 




Clozapine (327) 34 462 M+O+Cys 12.3 275, 362, 418, 444  - 
 
39 446 M+Cys 71.7 302, 359, 389  - 
 
39 444 M+Cys-2H 9.2 258, 270, 301, 355, 387  - 
 
40 446 M+Cys 6.9  -  - 
Diclofenac (296) 29 397 M+O+Cys-Cl 100 290, 315, 333, 379  - 
R-(+)-pulegone (153) 23 290 M+18+Cys 45.2 169, 227, 273  - 
 
25  -  - 24.9  -  - 
 
39 270 M+Cys-2H 29.9 149, 252  - 
Troglitazone (442) 40 561 M+Cys 100 440 165, 189, 217, 288 
a): Molecular ions of major radioactive components of the hepatotoxins were determined in positive ion mode. 
b): M: molecular ion of the hepatotoxins, Cys: cysteine, Cl: chlorine, H: hydrogen, O: oxygen 
 
c): Percent of region of interest in radiochromatogram 
 
 R-(+)-Pulegoneは menthofuran誘導体で、肝ミクロソームの反応によりエポキシドと γ-ketal
中間体が生成すると考えられている 56,57)。本検討において、クロマトグラム上に cysteine付
加体由来のいくつかの放射活性ピークが検出され、複数の反応性代謝物の存在が予想され
た（Figure 20 (D)）。そのうち、ピーク強度の強い主要な 2成分（保持時間 23分と 39分）
について、MS/MS 構造解析を行なった。その結果、Figure 21 (C)（上段）に示すように、23
分の放射活性成分は m/z 290（+18+Cysteine）にプロトン付加分子を与え、プロダクトイオ
ンスペクトル中に、m/z 169、227及び 273のプロダクトイオンを与えたが、これらの情報の
みから結合位置を絞り込むには至らなかった。一方、保持時間 39分の成分は m/z 270に 
プロトン付加分子が認められ、プロダクトイオンスペクトルから、Figure 21 (C)（下段）に







られている 51,52,64)。 Troglitazone では、保持時間 40 分に主要な放射活性成分が検出され
（Figure 20 (E)）、m/z 561（+cysteine）にプロトン付加分子が観測された。また、プロダクト
イオンスペクトル中に、cysteineに相当する 121 Daのニュートラルロスが観測され (m/z 440)、
さらに MS3スペクトル中に、troglitazone 構造由来のスペクトルが認められたことから、チ
アゾリジンジオン環に cysteineが結合しているものと推測した（Figure 21 (D)）。この cysteine
付加体は、既報の GSH 付加体と同様の反応性代謝物を介して生成した構造であると考えら
れる。 
 以上の結果から、[35S]cysteineは GSH と同様に、反応性代謝物のトラッピング試薬として
十分な捕捉能力を保有していることを明らかとした。 
 






被検化合物の結合量（pmol drug equivalent/mg liver protein）を求め、これを反応性代謝物量
として、トラッピング法により得られた反応性代謝物量との関係を調べた（Figure 22）。両
試験に共通の陽性コントロールとして、代謝的活性化機構とタンパク質への共有結合量が
既知である diclofenac、clozapine及び compound X を用いた 45,55)。 
 まず、[35S]cysteine を単独で用いたトラッピング試験で得られた反応性代謝物量と、ヒト
肝ミクロソームへの共有結合量の関係を調べたところ、Figure 22 (A) に示すように正の相
関が認められた。このことから、[35S]cysteine を用いたトラッピング法は、タンパク質への
共有結合性を予測する有効なツールになることが判った。しかしながら、図中に▲で示した







Figure 22 Relationships between extent of covalent binding and integrated area of radioactive 
components in trapping study with [
35












験の反応液に [14C]cyanide を共存させることとした。先に行った [35S]cysteine トラッピング
試験で偽陰性となった化合物について、[35S]cysteine 及び[14C]cyanide単独、あるいは 2種類
のトラップ試薬共存下で試験を行った。そのときに得られたラジオクロマトグラムの一例
を Figure 23 に示す。本化合物では、[35S]cysteine 単独で放射活性成分は検出されなかったが
（Figure 23 A）、[14C]cyanide 単独及び両トラップ試薬を共存させた場合にイミニウム中間体






Figure 22 (B) に示すように、偽陰性と判定される被検化合物数が 11個から 7個に減少し、
反応性代謝物のトラッピング法の性能を向上させることができた。 
     











 トラップ試薬として用いた [35S]cysteine は、GSH と同様にチオール基を有するため、反
応性に富むエポキシドや,-不飽和アルデヒド、または Michael acceptor を捕捉できると推





ち、[35S]cysteine の代わりに [35S]GSH を用いた場合、反応性代謝物に化学的に結合して生
成する付加体に、GST で触媒されて安定化する付加体相当分を加味することになり、生体
内で起こるタンパク質との共有結合性を過大評価することになってしまう。そのような理
由から、本研究では [35S]GSHではなく [35S]cysteine を用いて試験系を開発した。 
 反応性代謝物に対する [35S]cysteine の反応性は、4 化合物（clozapine、diclofenac、
R-(+)-pulegone及び troglitazone）を用いた検討において GSH と同等であることを明らかにし
































































































って S-GSH付加体からグルタミン酸が脱離し S-cysteinylglycine 付加体となると、cysteineの
アミノ基が速やかに分子内で求核置換反応して N-cysteinylglycine 付加体に変換され、最終





























核攻撃し、GSH とハロゲンが一つの炭素に結合した四置換中間体である Meisenheimer 
complexを遷移状態として経由するものと考えた。遷移状態に至る際の Gibbs free energy変
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 14C で放射標識した lenvatinib mesylate（[14C]E7080, 4-[3-chloro-4-(N’-cyclopropylureido) 
phenoxy]7-methoxy (2-
14
C) quinoline-6-carboxamide mesylate）は、 GE healthcare（Chalfont St. 
Giles、UK）で合成した。比放射活性は 59 mCi/mmol、放射化学的純度は試験期間中 99%以
上であった。非放射標識化 lenvatinib mesylateは FUJIFILM Finechemicals（Fukushima）で合
成した。還元型GSH、S-methylcysteine、ammonium acetate及びN-acetyl cysteineはSigma-Aldrich
（St. Louis、MO）から購入した。L-Cysteine、acetonitrile及び methanol は和光純薬工業株式
会社（Osaka）から入手した。液体シンチレーター及び ULTIMA-Flo Mは PerkinElmer Life and 
Analytical Sciences（Waltham、MA）から入手した。Cynomolgus monkey liver S9、SD rat liver 
S9 及び pooled human liver S9 は XenoTech, LLC（Lenexa、KS）から購入した。  
 




mesylateを 3 mM hydrochloric acid に溶解し、適量の[14C]lenvatinib mesylate（8.878 MBq/2.143 
mg/mLの 3 mM hydrochloric acid 溶液）溶液と混合して、3 mg/1.27 MBq/mLの lenvatinib溶
液として調製した。調製した lenvatinib の投与液を、雄性 cynomolgus monkey (n=1) に 30 
mg/12.7 MBq/kgで 1日 1回、投与第 1日目、2 日目及び 4日目の計 3回投与した。第 1日目






得た。肝臓には 2 倍量の氷冷水を添加し、4°Cで Physcotron™ homogenizer を用いて均一に
ホモジナイズした。得られたすべての試料は、使用するまで-80°C で保存した。 
 
Radio-LC/MS Analysis分析用の試料調製  
 血漿及び肝臓ホモジネート中の放射活性成分は、試料に 1/10倍量の 0.1 M phosphate buffer
（pH 7.4）を加えた後、2倍量のメタノールで抽出した。メタノール抽出液は、窒素ガス気
下 37°C で乾固し、残渣を 50%メタノール水で再溶解した後、遠心分離（13200 g, 10分、4°C）
し、その上清を radio-LC/MS 分析に供した。尿は、遠心分離（13200 g、10 分、4°C）後の上
清を radio-LC/MS 分析に供した。胆嚢胆汁は、10倍量の蒸留水で希釈し、遠心分離（1880 g、
10 分、4°C）後の上清を radio-LC/MS分析に供した。 
 
Radio-LC/MS分析 
 Radio-LC/MS（精密質量分析計）システムは、Synapt G2 HDMS（Waters、Milford、MA）、
Acquity UPLC system（Waters）及び radioisotope detector（Radiomatic 625 TR：PerkinElmer Life 
and Analytical Sciences）で構成した。質量分析条件は、Capillary voltage：3.2 kV、Source 
temperature：120°C、Desolvation temperature：400°C、Cone gas flow：50 L/hr及び Desolvation 
gas flow：800 L/hrである。精密質量分析計:SynaptG2 HDMSは、90%イソプロパノール水溶
液に溶解した 10 mM ギ酸ナトリウムを infusion した際に生成するクラスターイオンで、測
定に使用する質量範囲（m/z 100-1500 Da）をキャリブレーションした。マススペクトルは
positive ion mode で取得し、継続的に外部標準（0.5 ng/mL ロイシンエンケファリン、m/z 
556.2771、流速 50 μL/min で 10秒に 1回 infusion）で補正し、自動的にセントロイド化した。
フルスキャン測定は、質量範囲 m/z 100-1300 Da で行った。生体試料（尿、胆嚢胆汁、血漿




いずれも約 40000-50000 dpmの放射活性を導入できるように調製した。分析カラムはAtlantis 
T3（5 μm、4.6 × 150 mm HPLC column、Waters）を用いた。クロマトグラフィーは、溶媒 A：
10 mM 酢酸アンモニウム及び 0.05%のギ酸を含む水溶液、及び溶媒 B：10 mM 酢酸アンモ
ニウム及び 0.05%ギ酸を含む 90%アセトニトリル水溶液を用いて、流速 1 mL/min で行なっ
た。グラジエントは、カラムを 100% Aで平衡化させた後試料をインジェクションし、最初
の 5分間で 5% B、次の 10分間で 15% B、さらに次の 35分間で 50% Bまで直線的に上昇
させ、その後 1 分間で 90% B まで上昇させ、90% B を 14分間維持させる条件で行った。試
料注入後の分析カラムからの溶出液は、radioisotope detector と質量分析計に 4：1 の容量比
で導入した。ラジオクロマトグラムは、前述のカラムからの溶出液と液体シンチレーター
（ULTIMA-Flo M）を、それぞれ流速 0.8 mL/min と 1.6 mL/min で混和して得た。マススペ
クトルデータは MassLynx software（ver. 4.1、Waters）で取得し、データ処理を行なった。




 尿中主要 3 成分（代謝物 C1、C3 及び C4）は、単離精製用の HPLC で分離した。分離シ
ステムは、LC-10AD VP ポンプ、SIL-HTC オートサンプラー、SPD-10A VP PDA、 DGU-14A 
degasser及び CTO-10AC VP カラムオーブン（Shimadzu）で構成した。代謝物の粗精製はグ
ラジエント条件で行い、移動相は、溶媒 A：0.1%ギ酸水溶液と溶媒 B：0.1%ギ酸アセトニ
トリル溶液を用いた。分析カラムは Atlantis T3（10 × 250 mm preparative HPLC column、5 μm、
Waters）を用い、流速 4 mL/min で送液した。グラジエントは、分析カラムを 100% Aで平衡
化させた後試料をインジェクションし、最初の 5分間で 10% B、次の 20分間で 20% B、さ
らに次の 5分間で 100% B まで直線的に上昇させ、その後 5分間 100% B を維持した。HPLC
からの溶出液を 336 nmの UVでモニターし、目的物を回収した。得られた各分離画分は、




テムで分析し、目的のプロトン付加分子である m/z 293.0591（代謝物 C1）、m/z 641.1483（代
謝物 C3）及び m/z 698.1697（代謝物 C4）を確認し、各代謝物を含む画分を得た。得られた
画分は窒素ガス気下濃縮乾固した。得られた残渣は 30%アセトニトリル水溶液で再溶解し、
遠心分離後（13200 g、10分、4°C）の上清を、Atlantis dC18 カラム（4.6 × 150 mm、3 μm、
Waters）にインジェクションし、流速 1 mL/min でクロマトグラフィーした溶出液を 336 nm
の UVでモニターし、次に示す条件で更に精製を行なった。代謝物 C1の精製は、10% Bの
条件で行った。代謝物 C3及び C4の精製は、10% B でカラムを平衡化させた後試料をイン
ジェクションし、10 分間で 100% Bまで直線的に上昇させ、その後 2分間 100% Bを維持す
ることにより行った。得られた分離画分は、Synapt G2/UPLC systemで分析し、目的の代謝
物 C1、C3 及び C4 を含む各画分をそれぞれ凍結乾燥し、得られた残渣を NMR 分析に供し
た。分離精製した代謝物 C1、C3及び C4の量は、それぞれ 34、41及び 134 μgであり、こ
の時の純度は、それぞれ 90%、95%以上及び 80%であった。 
 
NMR分析 
 代謝物 C1、C3 及び C4 の構造は、一次元あるいは二次元 NMR で分析した。得られたす
べての NMRデータは、5-mm z-gradient indirect detection probeを搭載した Unity INOVA 500 
MHz NMR spectrometer（Varian、Palo Alto、CA）にて取得した。Lenvatinib と分離した代謝
物 C1、C3及び C4 は、約 0.6 mL の methanol-d4に溶解した。一次元プロトン NMR と二次
元 COSY（Correlation Spectroscopy）及び NOESY（Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy）
をそれぞれの試料について取得た。プロトンの化学シフトは、内因性のメタノールの 3.30 
ppmで補正した。すべての測定は 30°C で行なった。 
 
インキュベーション条件 
 Lenvatinibは、10 mM DMSO溶液として調製した。Lenvatinib の GSH抱合代謝に対する酵




rat、cynomolgus monkeyあるいは human）を含む 0.1 Mリン酸カリウムバッファー（pH 7.4）
液を調製し、NADPH 存在あるいは非存在下、0、15、30及び 60 分間、37°C でインキュベ
ーションを行なった。Lenvatinibに対する各種求核剤の反応性を検討するためには、lenvatinib





析を行なった。クロマトグラフィーに際し、分析カラムとして Acquity 2.1 × 100 mm（1.7 μm 
BEH column、Waters）を用い、流速 0.5 mL/min で、移動相 A：10 mM 酢酸アンモニウム水
溶液及び移動相 B：10 mM 酢酸アンモニウム 90%アセトニトリル水溶液を用いた。グラジ
エントは、100% Aでカラムを平衡化させた後試料をインジェクションし、最初の 5分間で
50% Bまで直線的に上昇させ、次の 1分間で 100% B まで上昇させ、その後 2分間 100% B
を維持した。Lenvatinib は、プロトン付加分子の m/z 427から生成する m/z 202、312及び 370
のプロダクトイオンを確認することで検出した。Lenvatinibが求核試薬との求核置換反応に
よって生成すると考えられる GSH、Nac、cysteine 及び S-methylcysteine の各付加体の予測プ
ロトン付加分子は、それぞれ m/z 508、364、322及び 336であり、予測されるプロダクトイ
オンとして、N-置換体特徴的プロダクトイオンである m/z 244と S-置換体特徴的プロダクト





 酸化型-nicotinamide-adenine diphosphate（-NADP+）、sodium D-glucose-6-phosphate 及び




GSH、glutathione sulfonic acid、1-chloro-3,4-dinitrobenzene (CDNB)、2,3-dichloropyridine、
3-amino-2-chloropyridine、2-chloro-3-methylpyridine 及びリン酸カリウムバッファーは、
Sigma-Aldrich（St. Louis、MO）から購入した。東京化成工業株式会社（Tokyo）から、
2-chloro-4-nitropyridine 、 2-chloro-5-nitropyridine 、 2-chloro-3-hydroxypyridine 及 び
2-chloro-3-trifluoropyridine を 購 入 し た 。 Lancaster （ Panorama City 、 CA ） か ら 、
2-chloro-3-methoxypyridine ならびに 2-chloro-3-nitropyridine は購入した。塩化マグネシウム及
びアセトニトリルは和光純薬工業株式会社（Osaka）から入手した。Pooled SD rat liver 
microsomesは XenoTech, LLC（Kansas City、KS）から購入した。 
 
インキュベーション条件 
 インキュベーション用の反応液は、NADPH-generating system（1 mM -NADP+、1U 
glucose-6-phosphate dehydrogenase及び 10 mM sodium D-glucose-6-phosphate）を添加あるいは
非添加の条件下、3 mM 塩化マグネシウム、1 mg/mL ラット肝ミクロソーム、及び 5 mM GSH
を含む、0.1 Mリン酸カリウムバッファー溶液（pH 7.4）として調製した。インキュベーシ
ョンは、被検化合物（最終濃度：50 μM）の添加によって開始し、撹拌しながら 37°C で 30
分間行なった。なお、2-chloro-3-nitropyridine（100 μM）の反応液は、60 分間インキュベー











 LC/UV 分析システムは、Alliance 2790 Separations Module（Waters）及び UV detectors（2478 
Dual λ Absorbance Detector and Photodiode Array Detector、Waters）で構成した。目的物の分
離には、分析カラムとして Cadenza（3 μm、C18、2 × 100-mm、Imtact、Kyoto）を用い、流
速 0.3 mL/min で、移動相 A：0.1% ギ酸水溶液、及び移動相 B：0.1% ギ酸アセトニトリル
溶液を用いて、グラジエント系にて分離した。グラジエントは、カラムを 5% B で平衡化さ
せた後検体をインジェクションし、95% Bに 5分間で直線的に上昇させ、続いて 95% Bを
4 分間維持させる条件で行った。 
 LC/MS分析は、LCQ DECA XP Plus ion trap mass spectrometer（Thermo-Fisher Corp.、San Jose、
CA）を positive ion mode で使用し、クロマトグラフィーの分離システムとして Alliance 2796 
Separations Module（Waters）を用いた。マススペクトルデータは、質量範囲 m/z 100-1200 Da
でのフルスキャンデータならびに MSn スキャンデータを取得した。目的物の分離は、分析
カラムとして Cadenza （3 μm、C18、2 × 100-mm、Imtact）を用い、流速 0.2 mL/min で、グ
ラジエント系にて分離した。グラジエントは、カラムを 3% B で平衡化させた後試料をイン
ジェクションし、3% Bを 5 分間維持し、その後直線的に 30% B まで 25分間で上昇させた
後、次の 1分間で 90% Bまで上昇させ、そのまま 5分間 90% B を維持させる条件で行なっ
た。 
 GSH 付 加 体 で あ る 2-glutathionyl-3-nitropyridine の 精 密 質 量 分 析 は 、 Synapt 
HDMS/UPLCsystem（Waters）で行い、分析カラムとして Acquity UPLC（1.7 μm、BEH C18、
2.1 × 50-mm、Waters）を用いた。グラジエントは、流速 0.5 mL/min で行い、10% B でカラ
ムを平衡化させた後試料をインジェクションし、直線的に 50% Bまで 5 分間で上昇させ、
次の 1分間で 90% B まで上昇させ、続いて 90% Bで 1.5分間維持させる条件で行った。 
 
分子軌道計算 
 分子軌道計算は Gaussian 03 を用いて行なった。遷移状態は、F/6-31+G** level of theoryを












した。共有結合試験で用いられた放射標識化検体は Merck Research Laboratories（Rahway、
NJ）で合成した。L-[35S]Cysteine 塩酸塩（100-150 mCi/mmol）は GE Healthcare（Piscataway、
NJ）から入手した。[14C]Sodium cyanide（53 mCi/mmol）は室町薬品株式会社（Tokyo）から
入手した。液体シンチレーションカクテルとして使用した ULTIMA FLO-AP 及び
PICO-FLUOR 40は、PerkinElmer Life And Analytical Science（Norwalk、CT）から購入した。




トリル及びメタノールは純正化学株式会社（Tokyo）から購入した。Pooled human liver 
microsomesは BD GentestTM（Woburn、MA）から入手した。タンパク質濃度は BCA reagent






 非放射標識化検体は、5 mM の 50%アセトニトリル水溶液として調製した。[35S]Cysteine




ーション用の反応液は、50 μM 非放射標識化検体、3 mM 塩化マグネシウム及び 1 mg/mL 
human liver microsomes を含む 0.1 M リン酸カリウムバッファー（pH 7.4）に、求核試薬と
して 1 mM L-[35S]cysteine 塩酸塩（22.7 μCi/tube）あるいは 0.1 mM [14C]cyanide（0.79 μCi/tube）
を含むように添加し、容量 120 μL として調製した。プレインキュベーションは 37°C で 5
分間行い、反応は 30 μLの 1 mM -NADPH水溶液の添加で開始し、インキュベーションを




た上清（アセトニトリル層）を別チューブに移す作業を 2 回行い抽出した。 [35S]Cysteine
付加体が濃縮操作中に生成することを防ぐために、50 mM非標識化L-cysteine水溶液（150 μL）
を抽出作業で得たアセトニトリル溶液に添加し、窒素ガス気下濃縮した。得られた残渣は
40%メタノール水溶液 40 μLに再溶解し、radio-LC(/MS) 分析に供した。なお、反応液中に
添加した[35S]cysteine と[14C]cyanide の最終濃度（それぞれ 1及び 0.1 mM）は、60分間のイ
ンキュベーションで代謝反応を阻害しない濃度として設定した。 
 




44)。インキュベーション用の反応液は、10 μMの放射標識化検体、1 mg-protein/mL 
のヒト肝ミクロソーム及び 1 mM NADPHを含む 200 μLの 0.1 M リン酸カリウムバッファ
ー（pH 7.4）溶液として調製した（n=3）。インキュベーションは 37°C で 60分間行い、代







にパンチアウトし、フィルター上に得られたタンパク質を溶解するために 7.5% SDS 溶液
（150 μL）を添加し、55°C で一晩撹拌した。溶解されたタンパク質溶液の一部は、BCA reagent
（Pierce）によるタンパク質定量に供した。液体シンチレーションバイアルに 5 mL の
PICO-FLUOR 40を添加し、放射活性を液体シンチレーションカウンター（TRI-CARB 3100TR、
PerkinElmer Life and Analytical Science、Norwalk、CT）にて測定した。得られた値から、共




 HPLC-radiochromatographyシステムは、Agilent 1100 HPLC system（バイナリーポンプ、オ
ートサンプラー、カラムオーブン、UV検出器、Agilent Technology、Palo Alto、CA）と 500-μL
の液体シンチレーションセルを搭載した on-line radioisotope detector（500TR series、
PerkinElmer Life And Analytical Science、Norwalk、CT）で構成した。クロマトグラフィーは、
分析カラムとして Symmetry Shield RP18（5 μm、4.6 × 250 mm、Waters）、ガードカラムと
して Symmetry Shield RP18（5 μm、3.9 × 20 mm、Waters）を用いて行なった。移動相は、移
動相 A：100 mM 酢酸アンモニウム水溶液/水/アセトニトリル=10/85/5（v/v/v）及び移動相 B：
100 mM 酢酸アンモニウム水溶液/アセトニトリル=1/9（v/v）を用い、流速 1 mL/min で 75
分間の測定を行なった。グラジエント条件は、100% Aでカラムを平衡化させた後試料をイ
ンジェクションし、100% Aを 10分間維持し、その後 30分間かけて直線的に 29.4% Bまで
上昇させ、さらに次の 20分間で 100% Bまで上昇させた、最後に 100% Bで 15分間維持さ
せる条件で行った。高濃度の放射標識体による Radioisotope detectorの汚染を防ぐために、
インジェクション後の最初の 6.5 分間の分析カラムからの溶出液はバルブ（GL Science、





2 mL/min で分析カラムからの溶出液と混和した。放射活性測定においては、35S と 14C の




 マススペクトルの測定は、先に記載したHPLC-radiochromatographyシステムにLCQ DECA 
XP Plus ion trap mass spectrometer（Thermo-Finnigan Corp.、San Jose、CA）を接続して行い、
positive ion modeで測定した。MSのイオンソースの設定は、Spray voltage：5 kV、Ion transfer 




めにMSn測定を適宜行なった。クロマトグラフィーは、分析カラムとして Atlantis dC18（5 
μm、4.6 × 250 mm、Waters）、ガードカラムとして Atlantis dC18（5μm、3.9 × 20 mm、Waters）
を用いて行った。移動相は、移動相 C：10 mM 酢酸アンモニウム水溶液及び移動相 D：10 mM 
酢酸アンモニウムを含む 90%アセトニトリル水溶液を用い、流速 1 mL/min で 60 分間の測
定を行なった。グラジエントは、カラムを 90% Cで平衡化させた後試料をインジェクショ
ンし、90% C で最初の 10分間維持した後、直線的に 30% D まで 30分間で上昇させ、さら
に次の 15分間で 100% Dまで直線的に上昇させ、その後 100% D で 5分間維持させる条件
で行った。分析カラムからの溶出液は、1：4 の容量比でそれぞれマススペクトロメーター
と radioisotope detectorに導入した。液体シンチレーションカクテルは ULTIMA FLO-AP を
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